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RESUMO

O presente trabalno teve como objetivo avaliar se a suplementacdo com
mananoligossacarideos teria influéncia na reproducédo, avaliando os pardmetros como
presenca de desova, taxa de eclosdo e sobrevivéncia das larvas de zebrafish (Danio
rerio). A resposta aos tratamentos mostrou que 0 uso do aditivo obtém resultados
significantes na probabilidade de desova, no entanto, foi verificado atraveés de
biometrias melhor desempenho para 0s animais tratados com 3g de
mananoligossacarideos por quilograma de racdo, sugerindo que a suplementacdo seria
boa opcédo para animais em crescimento. O experimento foi realizado no Laboratério de
Peixes Ornamentais (UEM) com duracdo de 78 dias. Os tratamentos consistiram em
diferentes niveis de inclusdo do mananoligossacarideo em dieta comercial (32%PB e
3.000kcal/kg) aos animais, sendo um tratamento controle (2,4% de Gleo vegetal) e trés
tratamentos com inclusdo de 1, 3 e 5g/Kg de mananoligossacarideos. Para obtencdo do
desempenho dos animais, foi realizada uma biometria ao inicio e ao fim do
experimento, bem como indices hepatossomaticos e gonadossomaticos foram coletados
ao final do experimento. Para a analise reprodutiva, trés casais de cada tratamento foram
destinados a acasalamento, dos quais foram analisados: nimero de desovas por
tratamento, nimero de ovos por fémea e taxa de eclosdo. A sobrevivéncia das larvas de
cada tratamento aos 7 e 21 dias também foi considerada. O fornecimento de 3 gramas de
M.O.S. por quilograma de rag&o na alimentacgdo de reprodutores de Danio rerio exerceu
influéncia positiva considerando o valor absoluto, promovendo mais ovos vidveis e
larvas sobreviventes.

Palavras-chave: mananoligossacarideos, modelo animal, piscicultura ornamental,

prebioticos, reproducéo.



ABSTRACT

The present study aimed to evaluate whether the supplementation with
mannanoligosaccharides influences reproduction, evaluating parameters such as the
presence of hatching and survival of zebrafish (Danio rerio) larvae. The response to the
treatments showed that the use of the ingredient significantly improves the spawning
probability, however, it was verified through biometrics a better performance for the
animals treated with 3g of mannanoligosaccharides per ration, suggesting that
supplementation would be a good option for growing animals. The experiment was
carried out at the Ornamental Fish Laboratory (UEM) for 78 days. The treatments
consist of different levels of mannanoligosaccharide inclusion in commercial diets (32%
CP and 000kcal/kg) to the animals, being a control treatment (2.4% vegetable oil), and
three treatments with the inclusion of 1.3 and 5g / kg of mannanoligosaccharides. For
performance, biometry was performed at the beginning and end of the experiment, as
well as hepatosomatic and gonadosomatic index were performed and end of the
experiment. For the reproductive analysis, three couples of each treatment were destined
for mating, which were analyzed: number of spawns per treatment, number of eggs per
female and hatching rate. Larval survival of each treatment at 7 and 21 days was also
considered. The supply of 3 grams of M.O.S. per kilogram of feed in the feeding of
Danio breeders exerted a positive influence considering the absolute value, promoting
more viable eggs, and surviving larvae.

Keywords: mannanoligosaccharides, animal model, ornamental fish farming,
prebiotics, reproduction.



INTRODUCAO GERAL

1.1 Animais como modelos experimentais

Os modelos animais sdo espécies que tém potencial para serem utilizadas em
experimentos que avaliam efeitos bioldgicos e comportamentais, gerando resultados que
podem se projetar aos humanos. Muitos avancos observados em diferentes areas
cientificas das quais favorecem a vida humana, somente foram viabilizados por meio da
utilizacdo de modelos animais como ferramenta experimental (Ferreira & Ferreira,
2003).

Desse modo, a selecdo de um modelo animal em especifico deve levar em
consideracdo aspectos como padronizacdo, repetibilidade, precisdo de respostas
avaliadas, sobrevivéncia da prole, disponibilidade, orcamento, facilidade de manutengéo
em laboratdrio e disponibilizacdo de amostras biologicas (Rader, 2004).

No passado, os animais de laboratério eram utilizados basicamente como
"instrumentos de trabalho”, auxiliando na investigacdo do diagndstico de diferentes
pesquisas, sem considerar seu status genetico ou sanidade (Lee et al., 2017). Com o
desenvolvimento dos protocolos experimentais, esses pontos tornaram-se cruciais,
demandando certo refinamento técnico, dando inicio a "Ciéncia em animais de
laboratorio™. Nos dias atuais, a pesquisa necessita de animais que possuam condigdes
compativeis, e que sejam mantidos em ambientes controlados para que os parametros de
qualidade sanitaria e genética ndo sejam alterados, podendo assim, os resultados
experimentais ndo serem desequilibrados em razéo disso. Outro ponto muito importante
é o de uniformidade dos animais em relagdo as varidveis genéticas, ambientais e

experimentais, pois quanto mais uniforme for o lote de animais, menor sera a



quantidade amostral minima necessaria para a pesquisa ser realizada, gerando 0 uso

consciente de modelos experimentais (Silveira, 2012).

Os animais primatas possuem maior semelhanga genética com os seres humanos,
sendo de 95 a 98%, seguindo dos cédes (85-90%), camundongos e ratos (75-80),
zebrafish (70%), mosca da fruta (60%) e nematoide (40%). As espécies Rattus
norvegicus (ratos), Mus musculus domesticus (camundongos), Drosophila melanogaster
(Mosca da fruta), Danio rerio (Zebrafish), Caenorhabditis elegans (Nematoide),
primatas e pintos constituem os tradicionais modelos biomédicos utilizados (Lee, 2017).

1.2 Zebrafish: espécie ornamental e modelo animal

O zebrafish (Danio rerio) é encontrado naturalmente no sul e sudeste da Asia, ao
redor dos rios Ganges e Brahmaputra. Caracteriza-se por habitar aguas rasas e lentas, as
margens de corregos e valas, particularmente adjacentes a campos de arroz. Como
modelo de pesquisa, o zebrafish é encontrado em vérios laboratorios ao redor do
mundo, sendo que 0s cinco principais paises de estudo sdo Estados Unidos, Alemanha,
Inglaterra, Japdo e China. Seu tempo de vida geralmente varia de trés a cinco anos,
sendo classificado em trés estagios de desenvolvimento: fase larval, juvenil e adulto.
(Spence, 2008). A fase larval compreende desde a eclosdo no 3° dia apds a fertilizacdo
(dpf) até 30 dpf, quando séo classificados como juvenis (Kimmel, 1995). A partir dos
trés meses sdo considerados adultos, e a partir de dois anos de idade, inicia-se 0
processo de envelhecimento quando sdo verificadas mudancas cognitivas, refletidas em
diminuicdo da velocidade de aprendizagem, aumento da senescéncia, menor
prolificidade, diminuicdo da capacidade generativa e dos ritmos circadianos (Fonseka,
2016).

O sequenciamento do seu genoma, realizado em 2013, demonstrou que 0
Zebrafish possui mais de 70% de homologia genética em relacdo aos humanos (Howe
al., 2013), muito semelhante aos ratos, que detém 75% de homologia (Lee, 2017),
sugerindo que patologias que afetam os mamiferos podem ser modeladas nestes
animais. Além da semelhanca genética, o zebrafish apresenta caracteristicas que
favorecem sua producdo e que auxiliaram no estabelecimento e popularidade de seu uso

como ferramenta de pesquisa. Dentre os atributos, destacam-se a alta fecundidade com



geracdo de grande numero de prole, rapido desenvolvimento e transparéncia dos
embrides e larvas, robustez, tolerancia a vérias condigdes ambientais e baixo custo para

manté-lo em ambientes laboratoriais (Gama & Pimentel, 2021).

Destaca-se que as condicGes laboratoriais sdo imprescindiveis para boa
manutencdo e reproducdo dos exemplares em cativeiro. O sucesso da reproducdo do
zebrafish em cativeiro é totalmente dependente da temperatura da agua (26-28°C) e do
fotoperiodo, com ciclo claro-escuro de 14-10h (Lee et al., 2017). O fotoperiodo exerce
papel fundamental nesse processo, uma vez que na natureza, 0s peixes acasalam ao
amanhecer, sendo que em condicOes laboratoriais, esse fenbmeno é representado pelo
inicio da iluminacéo artificial. As fémeas produzem grande nimero de ovos, podendo
apresentar frequéncia de desova semanal, com liberagdo de 200 a 700 ovos. Os
embrides sdo transparentes, favorecendo os estudos relacionados a embriologia, uma
vez que eles sdo acessiveis a manipulacdo e podem ser monitorados em todos 0s
estadios de desenvolvimento sob microscopia ética. A clareza dptica dos embrides e
larvas de zebrafish oferecem vantagem em relacdo a outros modelos animais como
ratos, nos quais os aspectos da organogénese e patologia das doencas ndo podem ser
examinados sem intervencdes como cirurgia ou exame pos-mortem (Lee et al.,2017).
Além disso, os embribes apresentam desenvolvimento rapido, e os principais 6rgdos sao
formados em até 24 horas ap6s a fertilizacdo. Da mesma forma, € possivel realizar o
acompanhamento do desenvolvimento larval no microscépio, podendo, por exemplo,
ser visualizado o figado e outros 6rgdos internos (Cornet et al., 2018). Devido as
caracteristicas de desenvolvimento, os embrides e larvas sdo amplamente utilizados na
pesquisa, em estudos como: toxicidade, estresse, problemas relacionados a memoria,

colesterol, entre outros (Macrae & Peterson, 2015).

Entretanto, devido ao seu pequeno tamanho, somente ap6s 30 dias é possivel
iniciar a alimentagdo com racdo de granulometria maior. O nivel de mortalidade na fase
inicial é elevado, principalmente pelo pequeno tamanho da boca que dificulta a
alimentacdo exogena (Lee et al., 2017). Algumas lacunas no manejo desses animais séo
observadas, e lancar mao de suplementacdo alimentar que favoreca os indices
reprodutivos e desenvolvimento larval, seria vantajoso para uma série de aplicacdes em
que se utiliza a espécie como modelo. Melhor desempenho reprodutivo dos exemplares
de zebrafish empregados na pesquisa deve ser ressaltado pelo desenvolvimento de um

protocolo padréo de alimentagdo, que permita a exceléncia em desova e,



consequentemente a estabilidade genética das linhas de laboratério em toda comunidade

cientifica que emprega a espécie como modelo animal.
1.3 Uso de prebidticos e probioticos na dieta de peixes

A piscicultura ornamental é um segmento em constante crescimento, aspecto que
estd fortemente relacionado ao aumento da demanda pelo consumidor final e ao alto
lucro com a comercializacdo de espécies nativas e exoticas (Gomes et al., 2019).
Obtendo um faturamento mundial superior a 15 milhGes de dolares, em que mais de 2
bilhdes de espécies ornamentais sdo comercializadas (Vasanthakumaran et al., 2020).
Nesse ambito, torna-se imprescindivel que a producdo de ragdes atenda em quantidade e

qualidade tanto o piscicultor comercial quanto o aquariofilista.

A alimentacdo pode representar altos custos de producdo na piscicultura
ornamental, havendo a necessidade de buscar inovacfes que possibilitem melhorar o
desempenho zootécnico, resisténcia a doencas, aumento da resposta imune e diminuicao
da mortalidade dos peixes (Firouzbakhsh et al., 2011). Entre as inovagdes no setor da
nutricdo de peixes ornamentais estdo os aditivos alimentares, como as enzimas exdgenas
(Gomes et al., 2018), prebidticos (Abasali & Mohamad, 2011), probi6ticos
(Firouzbakhsh et al., 2011) e simbidticos (Azevedo et al., 2016), que tém demostrado

resultados positivos sobre o desempenho e imunidade dos peixes.

Os aditivos alimentares prebidticos podem ser caracterizados como compostos
ndo digeriveis pelo organismo animal, que sdo substrato seletivamente fermentado por
bactérias intestinais benéficas, que auxilia na modulacdo da microflora intestinal do
individuo ao beneficiar a proliferacdo de microrganismos benéficos em detrimento dos
microrganismos patogénicos (Dionizio et al., 2002). Os oligossacarideos
frutoligossacarideos (FOS), glucoligossacarideos e mananoligossacarideos (MOS) sao
0s prebioticos mais utilizados na alimentagéo de ndo ruminantes (Dionizio et al., 2002).
Pesquisas relacionadas a inclusdo de prebidticos em dietas para peixes ornamentais sdo
escassas, no entanto, os resultados tém demonstrado efeitos positivos sobre o
crescimento e indices reprodutivos das espécies. S80 usados como reguladores da

microbiota intestinal, imunomoduladores e promotores de crescimento.

Varios microrganismos sdo comumente utilizados como probioticos, entre eles

leveduras, bactérias acido lacticas e bactérias ndo acido lacticas (Coppola & Turners,



2004). De acordo com Dias et al., (2019), a utilizacdo de cepas das bactérias
Enterococcus faecium (concentragdo de 2 x 106 UFC ml g — 1 na dieta) como
probiotico adicionado as ragdes melhorou a resposta imune, o crescimento, ganho de
peso, taxa de crescimento especifico e conversdo alimentar dos peixes acara-bandeira
(Pterophyllum scalare) ao longo de um periodo de 40 dias. Maiores taxas de
crescimento e desenvolvimento especificos podem implicar em diminuicéo do tempo de
cultivo e, consequentemente, retorno mais rapido do capital investido na piscicultura
ornamental (Gomes et al., 2017). A adicdo de prebidtico e simbidtico na dieta de larvas
tricogaster contribuiram para reducdo da taxa de mortalidade. Este efeito foi atribuido
principalmente a eficiéncia dos aditivos em aumentar a resposta imune dos peixes
(Azevedo et al., 2016). Porem, pesquisas relacionadas a inclusdo de aditivos alimentares
nas dietas para peixes ornamentais ainda sdo necessarias, principalmente, pois a
piscicultura ornamental trata de um segmento em que a variedade de espécies € uma

caracteristica deveras importante.
1.4 Mananoligossacarideos

No cenério atual, com a crescente restri¢cdo do uso de antibiéticos em doses
terapéuticas para todos os setores de producdo animal, devido a selecdo de
microrganismos resistentes, o uso de prebidticos surge como forma alternativa, que visa
0 aumento da imunidade animal e a promoc¢do do crescimento (Furlan et al., 2004).
Um dos principais prebidticos identificados, produzidos a partir da parede
celular de leveduras da espécie Saccharomyces cerevisiae, Sd0  0S
mananoligossacarideos (MOS).

O mananoligossacarideo (MOS) é um carboidrato indigestivel derivado de
levedura, representando até 40% da matéria seca da parede celular (Halas & Noctha,
2012; Singh et al., 2018). O MOS pode ser composto somente por mananos ou estar
ligado a molécula de glicose e/ou galactose, sendo chamados de glucomananos,
galactomananos e galactoglucomananos (Liepman et al., 2007). O MOS possui agédo
prebiotica no hospedeiro, melhorando sua saude intestinal e a absorcdo de nutrientes,
além de acdo imunomoduladora (Akter et al., 2015; Hahor et al., 2019).

Os prebioticos provindos dessa levedura sdo considerados promotores eficientes
para a imunidade, por apresentar alta capacidade ligante, servindo como sitio de ligagédo
competitivo para a aderéncia de bactérias gram-negativas que apresentam em sua

estrutura Fimbrias do tipo 1, as quais ttm como funcdo a fixacdo bacteriana. Essas



bactérias quando ligadas aos MOS, ficam impossibilitadas de se ligarem aos enterdcitos,
sendo eliminadas junto com as fezes (Newmann, 1994) e, desse modo, facilitando o
aumento de bactérias benéficas ao hospedeiro (Oyofo et al., 1989).

Um estudo realizado por Lima (2008) constatou que a oferta de mananose na dieta
de frango de corte foi eficiente para a redugédo significativa de colbnias bacterianas
patogénicas no organismo animal. Sendo assim, os MOS além de atuarem na
estimulacao da resposta imunologica, atuam como imunomoduladores.

Segundo Sousa (2010), o uso de MOS adicionado a dieta de tilapia-do-Nilo
promove um ambiente favoravel para células do sistema imune atuarem, além de agir no
sistema digestivo, aumentando a area de absorcéo intestinal e tornando a atividade de
enzimas digestivas mais eficientes, com melhor aproveitamento dos nutrientes presentes

na dieta, sendo refletidos no desempenho zootécnico e na satde dos animais.
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OBJETIVOS GERAIS

O presente trabalho teve como objetivo verificar a influéncia da inclusdo de
mananoligossacarideos na dieta do zebrafish (D. rerio), observando o efeito de
diferentes niveis de inclusdo do MOS sobre o crescimento, parametros reprodutivos,
indices hepatossomatico e gonadossomaticos e caracteristicas histoldgicas de gbnadas.
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AVALIACAO REPRODUTIVA DE ZEBRAFISH (Danio rerio) ALIMENTADOS
COM MANANOLIGOSSACARIDEQOS (MOS)

RESUMO

A piscicultura ornamental estd cada vez mais difundida comercialmente, gerando
demanda de producdo por animais cada vez mais saudaveis e resistentes, que agradem
ao consumidor final. Uma das maiores dificuldades na produgdo de alevinos
ornamentais é a fase reprodutiva, que tem especificidades para cada especie. De um
modo geral, fornecer uma dieta adequada é o principio do sucesso produtivo. Pensando
nisso, langar mao do uso de aditivos probidticos e prebidticos se mostra uma alternativa
atrativa para promover melhora na absorgdo de nutrientes e atuar na imunomodulagao
do animal tornando-o mais resistente e podendo indiretamente agregar valor a
reproducdo. O experimento foi realizado no Laboratério de Peixes Ornamentais (UEM)
com duragdo de 78 dias. O objetivo do experimento foi avaliar a influéncia de adi¢éo de
mananoligossacarideos no desempenho reprodutivo do zebrafish. Os parametros de
agua foram mantidos de acordo com a exigéncia da espécie. Os tratamentos consistiram
em diferentes niveis de inclusdo do mananoligossacarideo em dieta comercial (32%PB e
3.000kcal/kg) aos animais, sendo um tratamento controle (2,4% de 6leo vegetal) e trés
tratamentos com inclusdo de 1, 3 e 5g/Kg de mananoligossacarideos. Para obtencdo do
desempenho dos animais, foi realizada uma biometria ao inicio e ao fim do
experimento, bem como indices hepatossomaticos e gonadossomaticos foram coletados
ao final do experimento. Para a analise reprodutiva, trés casais de cada tratamento foram
destinados a acasalamento, dos quais foram analisados: nimero de desovas por
tratamento, nimero de ovos por fémea e taxa de eclosdo. A sobrevivéncia das larvas de
cada tratamento aos 7 e 21 dias também foi considerada. Foi encontrada diferenca nos
parametros de desempenho para peso e comprimento. Observou-se aumento na
probabilidade de desova junto ao nivel de inclusdo do MOS. O fornecimento de 3
gramas de M.O.S. por quilograma de racdo na alimentacdo de reprodutores de Danio
rerio exerceu influéncia positiva considerando o valor absoluto, promovendo mais ovos

viaveis e larvas sobreviventes.

Palavras-chave: desova, desempenho, piscicultura ornamental, prebidticos,

sobrevivéncia.
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REPRODUCTION EVALUATION OF ZEBRAFISHS FED WITH
MANANOLIGOSACCHARIDES (MOS)

ABSTRACT

Ornamental fish farming is increasingly commercially, generating demand for
production for animals that are healthier and more resistant, to attend the final
consumer. One of the biggest difficulties in the production of ornamental fingerlings is
the reproductive phase, which has specificities for each species. So, providing an
adequate diet is the principle of productive success. With that in mind, resorting to the
use of probiotic and prebiotic additives is an attractive alternative to improve nutrient
absorption and act on the animal's immunomodulation, making it more resistant and
indirectly adding value to reproduction. The experiment was carried out at the
Ornamental Fish Laboratory (UEM), located in Maringa, Parand, from May 14, 2019, to
July 31, 2019. The water parameters were kept according to the species requirement.
The treatments consisted of different levels of mannanoligosaccharide inclusion in a
commercial diet (32% CP and 3,000kcal/kg) to the animals, with a control treatment
(2.4% of vegetable oil) and three treatments with inclusion of 1, 3 and 5g /Kg-1 of
mannanoligosaccharides. To obtain the performance of the animals, a biometry was
performed at the beginning and at the end of the experiment, as well as hepatosomatic
and gonadosomatic indexes were collected at the end of the experiment. For the
reproductive analysis, three couples from each treatment were destined for mating, of
which the number of spawns per treatment, number of eggs per female and hatching rate
were analyzed. The survival of larvae from each treatment at 7 and 21 days was also
considered. A difference was found in the performance parameters for weight and
length. An increase in spawning probability was observed with the MOS inclusion
level. The supply of 3 grams of M.O.S. per kilogram of ration in the feeding of Danio
rerio breeders exerted a positive influence considering the absolute value, promoting

more viable eggs, and surviving larvae.

Keywords: spawning, performance, ornamental fish farming, prebiotics, survival
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2 Introducao

O uso dos prebioticos na aquicultura vem sendo estudado no intuito de substituicao
aos antibidticos, e o principal objetivo é controle imediato da ocorréncia de
enfermidades, do meio aquético ao organismo animal, uma vez que 0 meio aquoso

favorece a proliferacdo de microrganismos patdégenos (Geraldo, 2021).

Peixes ornamentais tém seu desempenho reprodutivo facilmente comprometido por
afeccdes e sdo parcela importante da piscicultura mundial. Dessa forma, avaliacdo de
aditivos prebidticos por meio de experimentos € uma Otima forma de obter
conhecimento do custo-beneficio de alguns deles. Prebiodticos sdo organismos Vivos,
ndo digeriveis no intestino, quando incorporados aos alimentos competem com
patdgenos pelos mesmos sitios de adesdo ou ligacdo no epitélio intestinal e pelo
consumo de nutrientes, fazendo com que estes ndo se desenvolvam no trato
gastrointestinal, aumentando a imunidade e a resisténcia a patdgenos (Vieites, 2020).
Eles tém apresentado resultados satisfatorios de desempenho quando os animais
encontram em desafio sanitario, mantendo a qualidade da microflora intestinal dos

peixes.

Muito utilizado atualmente para a piscicultura, em tilapias-do-Nilo, tambaquis e
peixes de cultivo em geral, o mananoligossacarideo possui bons resultados com
aumento de ganho de peso, resisténcia a patdgenos e melhor aproveitamento nutricional
(de Andrade, 2018). Para o0s peixes ornamentais, em que um dos gargalos é a
reproducdo, tornando interessante estudo que aplique os probidticos mais utilizados a
fim de observar os seus efeitos nos mesmos. A espécie D. rerio foi escolhida por ser
mundialmente difundida como animal experimental, além de ser uma espécie de peixe

ornamental muito conhecida (Lee, 2017).
3 Material e Métodos

O experimento foi protocolado no comité de Etica da Universidade Estadual de
Maringa CEUA n° 9804221019.
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3.1 Animais e periodo experimental

O experimento foi realizado no Laboratério de Peixes Ornamentais da
Universidade Estadual de Maringa, totalizando 78 dias de duracdo. Foram utilizados
320 exemplares de zebrafish de 45 dias de vida, mantidos em aquérios de 30 litros, com
aeracdo constante e ciclo claro-escuro 10-14h, conforme recomendado para a espécie
(Lee, 2017).

3.2 Delineamento e dietas experimentais

O estudo foi realizado em delineamento inteiramente ao acaso, com quatro
tratamentos e quatro repeticbes. Os peixes foram distribuidos em 16 aquarios,
totalizando 20 animais por unidade experimental. Os tratamentos consistiram em
diferentes niveis de inclusdo do mananoligossacarideo (MOS) (produto comercial) em
dieta comercial fornecida aos animais (Tabela 1), sendo um tratamento controle
(ausente de MOS) mais trés tratamentos com inclusdo de 1, 3 e 5g/Kg™t de

mananoligossacarideos, respectivamente (Tabela 2).

Tabela 1: Composicdo quimica da racdo comercial utilizada no periodo experimental,

valores referentes a uma racdo com 32% PB

Composicéo Valor de referéncia
Umidade 120g
Proteina Bruta 3209
Extrato Etéreo 60g
Matéria Fibrosa 60g
Matéria Mineral 110g
Fasforo minimo 12¢
Fosforo maximo 169
Célcio minimo 18¢
Célcio maximo 30g
Cobre 17,50mg
Ferro 100,00mg
Manganés 50,00mg
Zinco 120,00mg
lodo 0,80mg
Selénio 0,50mg
Cobalto 0,40mg
Colina 1.500,00mg
Inositol 125,00mg
Vitamina A: 12000 Ul
Vitamina D3: 3.000 UI
Vitamina E: 150 Ul
Vitamina K3: 15,00mg
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Vitamina B1-Tiamina: 20,00mg
Vitamina B2- Riboflavina: 20,00mg
Vitamina B6-Piridoxina: 17,40mg
Vitamina B12- Cianocobalamina: 40,00mcg
Vitamina C: 300,00mg
Niacina: 100,00mg
Pantotenato de Célcio: 50,00mg
Biotina: 1,00mg

Acido Félico: 6,00mg

Fonte: Ambar Amaral

As ragOes foram preparadas quinzenalmente, com o MOS sob forma de solugéo
oleosa, aspergida sobre elas, homogeneizando-se, mantendo-se em abrigo da luz solar
e/ou produtos quimicos. O mesmo processo de inclusao fora realizado para o tratamento

controle, utilizando apenas o 6leo vegetal, na concentracdo de 2,4%.

Tabela 2. Tratamentos controle e com suplementacdo de MOS.

Composicao 0 1 3 5
Oleo vegetal 2,4% 2,4% 2,4% 2,4%
Manananoligossacarideo - 1g/kg 3g/kg 5g/kg

Os niveis 0, 1, 3 e 5 representam os tratamentos experimentais.
Fonte: Autor (2022)

Os animais eram alimentados quatro vezes ao dia, as 8h, 11h, 13h30 e as 16h de
forma que ndo houvesse sobras, respeitando o limite de cinco minutos para que
consumissem toda a racdo, em cada manejo, antes de oferecer mais quantidade de

alimento. Dessa forma, preservando a qualidade da agua.
3.3 Metodologia experimental

Durante o periodo experimental foram realizadas uma biometria inicial e uma final,
e foram mensurados comprimento (cm) e peso (g) de todos os animais. Para tanto, 0s
peixes foram mantidos em jejum 24h, sendo posteriormente capturados, anestesiados
em solucdo contendo agua 100ppm de 6leo de cravo (Eugenol), conforme descrito por
Grush et al., (2004).
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Apo6s o periodo de 35 dias de alimentacdo com as dietas de seus respectivos
tratamentos, foi realizada a biometria final para a avaliagdo do desempenho produtivo e
dois animais de cada unidade experimental foram anestesiados em solugdo contendo
agua e 100ppm de dleo de cravo (Grush et al., 2004) e imergidos em gelo para a
eutanasia, sendo destinados para coleta de material para analises dos indices
hepatossomaticos (IHS) e gonadossomaéticos (IGS). Para analise de IHS foi determinado
através da equacdo Wf/Wt.100, em que Wf = peso de figado (mg), Wt = peso total do
animal (mg) (Wootton et al., 1978). Para analise de IGS foi determinado atraves da
equacdo IGS = [Wg/(Wt-Wg)] x 100, sendo Wg = peso das gdnadas, Wt = peso do
animal (Wootton et al., 1978).

Para avaliacdo dos ovos viaveis, foi realizado a observacdo macroscopica dos ovos

apos desova, verificando ovos gorados e ndo gorados.

Ao acaso, trés casais de cada unidade experimental foram separados para

acasalamento e coleta de dados dos parametros reprodutivos.
3.4 Histologia

Foram coletadas amostras de gbnadas de quatro animais por unidade
experimental ao final dos 35 dias de dieta. Os peixes foram anestesiados em solu¢édo
contendo agua e 100ppm de 6leo de cravo (Grush et al., 2004) e imergidos em gelo para
a eutanasia. As amostras coletadas foram lavadas com solugéo fisioldgica NaCl (0,9%)
e armazenadas em solucdo Bouin. Apos a fixacdo pelo tempo determinado para cada
amostra, permaneceram armazenadas em alcool 70%. O material foi entdo desidratado
por passagem em série ascendente de alcool, diafanizados em xilol e incluidos em
parafina para obtencdo dos cortes histolégicos, que foram corados com Hematoxilina e
Eosina no Laboratério de Histologia Animal do Departamento de Morfologia da

Universidade Estadual de Maringa.

Apo6s a coloragdo, as laminas foram fotografadas em microscépio optico
Olympus com ampliacdo de 40X e analisadas pelo software de imagem Pro Plus. Para
as amostras gonadais, foi observada a maturacdo gonadal, segundo a proposta de
Brown-Peterson et al. (2011).

3.5 Reproducédo e parametros reprodutivos
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Os casais anteriormente capturados ao acaso, foram retirados dos aquarios e
acondicionados em estruturas de reproducdo com capacidade de 1,5, sendo compostas
de uma estrutura externa e outra interna, com fundo de tela de 1mm, de modo que
ocorresse a desova, 0s ovos passassem pela tela, impedido a predacdo pelos adultos,

muito comum nessa espécie.

Obtendo a desova, os ovos foram coletados, higienizados, contados e mantidos
em placas de Petri, na quantidade de 50 ovos por placa. Posteriormente analisado o
nimero de desovas por tratamento, nimero de ovos por fémea e taxa de eclosdo

[(Numero de larvas eclodidas — numero total de ovos)*100].
3.6 Sobrevivéncia das larvas

As larvas obtidas das desovas foram acondicionadas para a observacdo da
sobrevivéncia aos 07 e 21 dias pds-eclosao. Foram distribuidas em aquarios de 3l de
agua para nadar livremente, e na medida em que 0s animais cresciam os niveis de agua
foram aumentados. No terceiro dia de eclosdo, foi ofertada artémia e ragdo em pé
dissolvida em agua desclorada. Apds o 10° dia, foi ativada a aeracdo dos aquéarios para

manter o oxigénio dissolvido em 5,5 mg/l para otimizar o crescimento das larvas.
3.7 Qualidade da agua

Verificou-se a temperatura da dgua diariamente (8 e 17h) com o auxilio de um
termdmetro digital. Os parametros de pH, oxigénio dissolvido e condutividade elétrica

foram mensurados semanalmente.
3.8 Estatistica

Os dados coletados foram submetidos ao teste de F para a analise de variancia
(ANOVA) e comparados pelo teste de Tukey com significancia de 5% para comparacao
de médias. As analises de variancia e o teste de médias foram realizados utilizando o
pacote “ExpDes.pt” (Ferreira, 2018) do programa R (R Development Core Team,
2020). Modelo DIC:

Yi=u+ti+¢ej

Em que:

Y;; = valor da observagéo;



19

u = média geral associada a cada observacao;
t; = efeito do tratamento;
i = erro aleatorio (erros de medida, fatores ndo controlaveis, diferencas entre as

unidades experimentais etc.).

MODELO DE REGRESSAO POLINOMIAL

Yi=Bo+ fixi + f2x? + -+ + Pix? + &
L L

Em que:

Y: é a varidvel resposta ou dependente (valor observado em cada um dos individuos,
neste caso peso corporal e comprimento total);

x; € a variavel independente (neste caso o nivel de mananoligossacarideo utilizado);

Bo e B1 correspondem aos parametros do modelo;

&i € 0 erro aleatorio (variavel que permite explicar a variabilidade existente em Y e que

ndo é explicada por X).

4 Resultados e Discussao

Durante todo o experimento foram mensurados os parametros da agua, estes que se
mantiveram sempre controlados, com temperatura da &gua em torno de 28°C e pH 7, de
acordo com as melhores condicBes para reproducdo da espécie (Harper & Lawrence,
2016).

Os animais passaram por biometria inicial antes do inicio da dieta, para que se
confirmasse a homogeneidade de todos os animais que entraram no estudo. Ndo houve
diferenga significativa de peso e comprimento entre os animais distribuidos através dos
tratamentos (Tabela 3). Para os dados de desempenho final (Tabela 3), houve diferenca
estatistica significativa ao nivel de 1% (peso corporal) e 5% (comprimento total) de
probabilidade pelo teste F, portanto foi realizado a analise de regressdo polinomial. Isto
porque existe dependéncia entre os efeitos dos tratamentos, ou seja, como ha niveis
crescentes de mananoligossacarideo, justificando a existéncia de uma correspondéncia
funcional, denominada de equacao de regresséo, que liga os valores dos tratamentos (X)

aos dados analisados (). Sendo assim, pode ocorrer a tendéncia de aumento ao



20

desempenho produtivo (Y) do animal a medida que se aumenta a dose de

mananoligossacarideo (X).

Tabela 3. Estatistica descritiva das caracteristicas de desempenho no inicio e no fim do
experimento.

Caracteristicas |\|>|l gg'; /?(Z Média Desvio-padréao
0 0,385 0,095
L 1 0,384 0,113
Peso corporal inicial (g) 3 0,379 0,137
5 0,383 0,083
0 35,487 2,699
Comprimento total inicial 1 34,730 2,898
(mm) 3 34,827 3,337
5 35,524 2,397
0 0,511% 0,157
. 1 0,474° 0,106
Peso corporal final (g) 3 0,466" 0,095
5 0,546° 0,130
0 36,7192 2,271
. . 1 36,021% 2,242
Comprimento total final (mm) 3 35.248" 2.106
5 36,591 2,134

Meédias seguidas por letras iguais na coluna ndo diferem estatisticamente ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste F (p>0,05).

O estudo estatistico, entdo, acusou diferenca significativa no peso corporal
quando comparados 0s niveis 1 e 3 ao nivel 5, sendo estes (1 e 3) semelhantes ao nivel
0, e os niveis 1 e 3 sem diferencas entre si. Quando analisada a caracteristica
comprimento total, observa-se diferencga significativa entre os niveis 0 e 3, sendo 0s
niveis 0 e 3 semelhantes ao 1 e 5.

As figuras 1 e 2 apresentam a regressdo do peso corporal e do comprimento
total, respectivamente, em fungdo dos niveis de mananoligossacarideo adicionados a

dieta dos animais.
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Figura 1. Regressio do peso corporal em fungdo dos niveis de
mananoligossacarideo adicionados a racéo.

Conforme apresentando na figura 1 o comportamento da variavel dependente (y;
peso corporal) em funcdo da variacdo da variavel independente (x; nivel de
mananoligossacarideo) foi descrito pelo modelo de regressdo polinomial de 2° grau,
equacéo estimada y = 0,6218 — 0,1374x + 0,0294x?; R? = 0,06 (P<0,01).
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Figura 2. Regressio do comprimento total em fungdo dos niveis de
mananoligossacarideo adicionados a racéo.

Conforme apresentando na figura 2 o comportamento da variavel dependente (y;
comprimento total) em funcdo da variacdo da variavel independente (x; nivel de
mananoligossacarideo) foi descrito pelo modelo de regressdo polinomial de 2° grau,
equacdo estimada y = 38,7605 — 2,4241x + 0,4653x?; Rz = 0,05 (P<0,05). Na tabela 5
encontram-se 0s coeficientes de determinacdo, regressdo e o valor de p para cada
componente da equacdo de regressdo. Observa-se que a equacgdo de regressdo para

ambas as caracteristicas foi de 2° grau, ou seja, com efeito quadratico.

Tabela 5. Coeficientes de determinagdo, coeficientes de regressdo e p-value para o
desempenho produtivo.

Coeficientes Peso corporal (g) Comprimento total (mm)
Qo 0,6218 38,7605
Q1 -0,1374 -2,4241
Q2 0,0294 0,4653
R? 0,0641 0,0526
p-value Test F 0,0157 0,0359

p-value 0,0069 0,0243
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Tratamento (Quadratico)

Azevedo et al., (2016), ao avaliarem a influéncia da adicdo de prebiotico
(mananoligossacarideo — 2g/kg), probidtico (Bacillus subtilis - 2g/kg e simbidtico
(mananoligossacarideo — 2g/kg + B. subtilis — 2g/kg) em ragdes para larvas tricogaster
(Trichogaster leeri) durante o periodo de transicdo alimentar, observaram que houve
aumento do peso, comprimento, taxa de crescimento especifico e taxa de
desenvolvimento especifico nas larvas que consumiram a ragdo com simbidtico. Dessa
forma, observa-se melhora no desempenho geral de peixes ornamentais, que tiveram
mananoligossacarideos inclusos em sua dieta tanto em fase de transicdo alimentar,
quanto em fase de crescimento.

Como observado na tabela 6, ndo houve diferenga estatistica significativa entre
os tratamentos avaliados pela analise de variancia (ANOVA). Porém, quando
adicionada a informacdo de sexo do animal, para peso total e o indice gonadossomatico
(IGS), houve diferenga estatistica significativa a 5% e 1%, respectivamente. Essa
diferencga pode ser advinda da propria morfologia corporal dos machos e fémeas.

Tabela 6. Estatistica descritiva do peso total, indice hepatossomatico e indice
gonadossomatico.

Nivel de MOS ¢g/Kg

Caracteristicas Parametros
0 1 3 5
N 8 8 8 8
Média 0,644*  0,563* 0,566  0,5917

Minimo 0,492 0,410 0,301 0,325
Maximo 0,765 0,711 0,756 0,863
CV (%) 13,871 20,918 28,540 31,546

N 7 6 8 7
Média 1,881 0,768 0,984  0,876?
indice Hepatossomético (%) DP 2504 0,723 1,237 0,746

Minimo 0,178 0,255 0,157 0,213
Maximo 7,353 1,951 3,938 2,336
CV (%) 133,091 94,090 125,708 85,182

N 7 6 7 7
indice Gonadossomatico Média 50238 34158  3,953%  4,5442
(%) DP 3,289 3,993 3,280 5,920

Minimo 0,467 0,465 0,233 0,246
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Maximo 9,644 11,268 7,637 14,477
CV (%) 55,541 116,905 82,977 130,285

N = namero de animais; DP = desvio-padrdo; CV = coeficiente de variacdo. Médias seguidas
por letras iguais na linha ndo diferem estatisticamente ao nivel de 5% de probabilidade pelo
teste F (p>0,05).

Ferreira et al., (2015), avaliaram a utilizacdo de cepa Saccharomyces cerevisiae,
em dietas para poés-larvas de tilapias, sobre desafio sanitario (fezes de ovinos),
observaram melhoras no desempenho, sobrevivéncia e indice hepatossomatico para as
pos-larvas que receberam 1g/kg™ de probidtico na racdo, equiparando aos peixes criados
em agua limpa.

Gosh et al, 2007, em estudo com Livebearing fish utilizando suplementagéo de
Bacillus subtilis observou maiores indices gonadossomaticos, fecundidade, viabilidade
e quantidade de alevinos saudaveis.

Para os parametros IHS e IGS, a diferenca observada ndo € pelos tratamentos,
néo existindo relagcdo entre ambos (sexo e tratamento), conforme apresentado na tabela
1.

Tabela 7. Médias e desvios-padrdo para peso total, indice hepatossomatico (IHS) e
indice gonadossomatico (IGS), para machos e fémeas nos diferentes tratamentos.

Nivel Peso Total IHS % 1GS %
de
MQOS Macho Fémea Macho Fémea Macho Fémea
g/kg
0 0,59+0,08 069+0,05|3,23+368 0,86+0,51|325+295 792+184
1 0,56 +0,14 055+0,10|0,98+0,82 0,34+0,06 | 1,46+0,96 7,32+5,58
3 050+0,19 063+0,10|157+160 0,39+0,23|051+0,39 6,53+0,83
5 0,46 +0,10 0,72+0,15|0,66+0,36 1,03+0,97 | 0,27+0,03 7,74 +6,17
Total 0,532 + 0,65° + 1,568 + 0,704 + 1,382 + 7,39 +
0,13 0,12 1,94 0,62 1,75 3,53

Meédias seguidas por letras iguais na linha ndo diferem estatisticamente ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste F (p>0,05).

niveis de inclusdo do mananoligossacarideo, conforme mostra a tabela 8.

Tabela 8. Estatistica descritiva da taxa de sobrevivéncia dos animais adultos

Para o parametro de sobrevivéncia, ndo houve diferenca estatistica entre os

Caracteristica

Parametros

Nivel

0

1 3

Sobrevivéncia (%)

Média

70,75

75,24

80,18

77,50
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DP 6,50 9,31 5,99 6,45
Minimo 65 65 75 70
Méximo 80 85 85,7 85

DP = desvio-padrao. Médias seguidas por letras iguais na linha ndo diferem estatisticamente ao
nivel de 5% de probabilidade pelo teste F (p>0,05).

Ferreira et al., (2015), avaliaram a utilizagcdo de Saccharomy cerevisiae, em dietas
para pos-larvas de tilapias, sobre desafio sanitario (fezes de ovinos), observaram
melhorias de sobrevivéncia para as pés-larvas que receberam 1g/kg™ de probiético na
racdo comparado aos peixes ndo desafiados. Dessa forma, podendo afirmar que neste
experimento, a nivel de suplementacdo dos reprodutores, a adicdo de
mananoligossacarideos ndo teve influéncia na sobrevivéncia dos adultos, diferindo dos

resultados de desempenho satisfatérios encontrados em larvas e pos-larvas.

Para a probabilidade de desova nas fémeas, a tabela 9, de acordo com o0 aumento do
nivel de inclusdo do mananoligossacarideo, maior foi a probabilidade de desova,

apresentando uma equacéo de crescimento linear (Figura 3), significativo a 7%.

Tabela 9. Coeficientes de determinacdo, coeficientes de regressdo e p-value para o0 a
desova na escala de probabilidade.

Coeficientes Desova p-value
Qo 0,0332 0,00
Q1 0,5912 0,07
R? 0,34 -
Aquario® 6% )

! Quanto a variabilidade da variavel dependente é por causa da covariavel
aquario; Probabilidade, calculada pela inversa da logit dos coeficientes,

formula; —exe@)
1+exp(B)
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Figura 3. Probabilidade de desova em decorréncia do nivel de inclusdo de
mananoligossacarideos (g/kg de racao).

Quanto a viabilidade da desova, analisando ovos totais, viaveis, taxa de eclosao
e sobrevivéncia das larvas, ndo houve diferenga estatistica entre os tratamentos, poréem
ao observar o valor absoluto pode-se notar que o desempenho do tratamento 3g/kg™ se
mostra superior (Tabela 10).

Tabela 10. Médias da soma dos ovos totais, ovos viaveis, larvas eclodidas,
sobrevivéncia aos 7 e 21 dias apds eclosdo das larvas nos tratamentos avaliados.

Caracteristicas

Nivel Ovos totais  OVOS Vidveis Eclosio Sobrevi_véncia Sobrevi\_/éncia
(7 dias) (21 dias)
0 80,002 42,332 26,752 26,082 21,582
1 0,002 0,002 0,002 0,002 0,002
3 74,928 71,502 66,582 66,082 39,928
5 83,252 55,832 31,082 30,422 16,502

Médias seguidas por letras iguais na coluna ndo diferem estatisticamente ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste F (p>0,05).

Diferente do resultado conseguido por Forsatkar et. al (2017), em que larvas do
peixe zebra (Danio rerio) alimentadas com dietas contendo 4 g/kg de

mananoligossacarideos (MOS) obtiveram melhores indices de sobrevivéncia.

Abasali & Mohamad (2011) descrevem que Platys (Xiphophorus maculatus)

alimentados com ra¢des contendo prebidticos obtiveram maiores indices de producao de
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larvas, fecundidade e produziram larvas com maior comprimento. Embora no presente
estudo ndo obteve diferencas estatisticas para os parametros reprodutivos, deve-se levar
em conta o nivel de dificuldade de reproducdo de cada espécie, 0 zebrafish ndo é um
peixe ornamental de facil reproducao, havendo ainda nos dias de hoje, muitos gargalos a
serem sanados (Lee, et al., 2017). Dessa forma, olhando para o valor absoluto do
tratamento 3, a utilizacdo de prebidticos em dietas para reprodutores ornamentais podem
de alguma forma refletir positivamente nos indices reprodutivos e na qualidade dos

descendentes.

Muitos estudos relatam a utilizacdo de probidticos na dieta de reprodutores.
Gioacchini et al., 2012 e Quin et al., 2014 em seus estudos, observaram melhora na
producdo de ovos e taxa de fertilizacdo de peixes comparados com outros que nao

utilizavam probiéticos.

Para a andlise histoldgica, pode-se observar na figura 4 o painel histoldgico das

observac@es obtidas através das gbnadas de fémeas e machos.
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Figura 4. Gonadas de machos e fémeas expostos aos tratamentos com niveis de
mananoligossacarideos (0g/kg™ A e B; 1g kg™ C e D; 3g/ kg™ E e F; 59/ kg™ G e H). Gonadas
das fémeas mostrando a presenca de OAC = Odcitos alveolares corticais, OPV = Odcitos pré-
vitelogénicos, OV = Odcitos vitelogénicos; Gbnadas de machos com presenca de SGA =
espermatogénia, SPC = espermatdcitos e SPD = espermatides.

Nas fémeas de Danio rerio os ovarios, quanto a morfologia, sdo 6rgaos pares,
saciformes e sustentados dorsalmente na cavidade celémica pelo mesovario. Osovarios
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direito e esquerdo unem-se na extremidade caudal para formar o ducto ovariano, que se
comunica com a papila urogenital. A forma, o volume, e colora¢do dos ovarios variam
de acordo com os diferentes estadios do ciclo reprodutivo (Costa, 2004). A ovogénese,
em teleosteos, inicia-se com a proliferacdo e diferenciacdo de ovogonias por meio do
processo mitdtico. Essas células germinativas primordiais podem apresentar em ninhos
ou isoladamente (Schultz et al., 2002). Apresentam citoplasma escasso, nucleo grande
com nucléolo proeminente e originam ovdcitos, pré-vitelogénicos e vitelogénicos. Os
foliculos ovarianos desenvolvem-se por processos meidticos até o completo
desenvolvimento. Os foliculos pds-ovulatérios sdo estruturas remanescentes nos ovarios
poés-ovulacdo, tendo a parede constituida por células foliculares e tecido conjuntivo
(Schultz et al., 2002).

Nas fémeas do tratamento 3g/kg nota-se uma quantidade significativa de odcitos
atrésicos e grande quantidade de odcitos alveolares corticais, e indica que a gbnada esta
produzindo novos oécitos, indicando regeneracdo. Nas fémeas dos tratamentos 0g/kg™
observa-se muitos odcitos alveolares corticais, com presenca de odcitos pré-
vitelogénicos e odcitos vitelogénicos, indicando que as fémeas poderiam estar aptas a
reproducdo. No tratamento de 5g/kg™ de mananoligossacarideos, observa-se menor
quantidade de odcitos corticais em relacdo aos outros tratamentos, maior presenca de
odcitos pré-vitelogénicos e odcitos vitelogénicos, aptos a desova.

Dessa forma, podendo afirmar que as fémeas dos tratamentos 0 e 5 ainda entrariam
em sua melhor performance reprodutiva, estando atrasadas em relacdo as fémeas dos
niveis 1 e 3, que apresentavam o6citos maduros, ja em degeneracdo, sinais de desova e
grande regeneracdo de odcitos. Corroborando com dados obtidos em histologia de
ovarios de zebrafish realizados por Aytekin & Yuce (2008) e estudo de Radael et al.,

(2016) com fémeas da espécie Melanotaenia boesemani em estagio reprodutivo.

Durante a espermatogénese, as células germinais primordiais (espermatogbénias)
sofrem mitoses, originando os espermatdcitos, os quais se dividem meioticamente,
originando as espermatides que, ao sofrerem espermiogénese, dardo origem as células
reprodutoras masculinas os espermatozoides (Costa, 2004). Nos machos dos
tratamentos 0, 1 e 5g/kg™ nota-se alta presenca de espermatogonias, que sdo as fases

mais imaturas da formacdo espermatica. Nos machos do nivel 3, pode-se observar
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poucas areas de espermatogonias em relacdo as espermatides, que representa a fase mais

madura que através da espermiogénese formardo os espermatozoides.

Esses pontos observados nas gobnadas dos machos e fémeas explicam o
desempenho reprodutivo do nivel 3 ser superior, quando avaliado o valor absoluto dos

parametros.
5 Concluséo

Conclui-se que o uso de mananoligossacarideos para suplementacdo de zebrafish
pode favorecer a reproducgédo, aumentando a probabilidade de desova e ser utilizado para
a alimentacdo de juvenis, pelo efeito significativo no desempenho, melhorando a

resiliéncia e crescimento dos animais.
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